口腔癌宿主免疫応答における骨髄由来免疫抑制性細胞の機能解析：破骨細胞分化と免疫老化の観点から by 石戸 克尚
 
 
Immunological analysis of myeloid derived suppressor cell (MDSC) : 

































































マウス口腔癌モデルは，マウス口腔癌細胞株 NR-S1Kを 8週齢の C3H/HeNマウス
の下顎部に移植し作製した．担癌マウスの各臓器から，CD11b+Gr-1+細胞を回収し，
各種表面抗原の解析ならびに破骨細胞分化について解析した． 



































































































は移植後 2 週間頃にはおよそ 100mm2 径の大きさの腫瘍塊を形成する〔27，28，31-
36〕．老齢および若齢マウスそれぞれにおいて腫瘍径が 200mm2 になった時点で，担
癌マウスより末梢血，リンパ節，腫瘍，脾臓を摘出し，フローサイトメトリー（FACS Canto 









それぞれをシングルセルに単離後，磁気分離（MACS Miltenyi Biotec：Auburn CA）
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システムにより CD11b+Gr-1+細胞（MDSC isolation kit，Miltenyi Biotec：Auburn CA）を，
また正常マウスの脾臓を摘出し，T 細胞の分離を行った（Pan T cell isolation kit, 




CD11b⁺Gr-1⁺細胞を分離し，RANKL と M-CSF 存在下で 4 日間培養後，破骨細胞へ
の分化を確認するため，TRAP染色を行った（TRAP Staining kit，Cosmo Bio Co.LTD：
Siga）．さらに磁気分離により分離した CD11b⁺Gr-1⁺細胞を RANKL と M-CSF 存在下
で 4 日間培養後，破骨細胞より分泌される上清中の TRACP5b を定量化した
（TRACP&ALP Assay Kit, Takara：Tokyo）．染色後に 405nmの吸光度の測定を行い，
RPMI1640で培養したコントロールと比較し，その増加率を測定した． 
抗体は， APC-eFluor 780-conjugated antibody against mouse Ly-6G (Gr-1) ：
eBioscience (San Diego ，CA) ，  PerCP-Cy5.5-conjugated antibody against mouse 
CD11b TONBO biosciences (San Diego，CA)，PE-conjugated antibodies against mouse 
integrin β3：R&D systems(Minneapolis，MN)，PE-conjugated antibodies against mouse 






 フローサイトメトリー（FACS Canto II, Becton Dickinson）にて各臓器における T 細胞
分画，メモリーT 細胞，Treg，MDSC，TAM などの免疫抑制性細胞の分布および T 細
胞上の免疫チェックポイント分子の発現の解析を行った．フローサイトメトリーにて解析
を行った際には下記の抗体を使用した． 
FITC-conjugated antibody against mouse PD-1， PE-conjugated antibody against 
mouse CD152，PerCP-Cy5.5-conjugated antibody against mouse CD4，APC-conjugated 
antibody against mouse CD62L，APC-eFluor 780-conjugated antibody against mouse 
Ly-6G (Gr-1) ， FITC-conjugated antibody against mouse F4/80 ， APC-conjugated 
antibody against mouse Foxp3：eBioscience (San Diego, CA)， PerCP-Cy5.5-conjugated 
antibody against mouse CD11b：TONBO Biosciences (San Diego, CA)，  PE-Cy7-
conjugated antibody against mouse CD8，FITC-conjugated antibody against mouse 
CD44 ： Invitrogen (Carlsbad, CA) ， PE-conjugated antibody against mouse CD206 
Biolegend (San Diego, CA)． 
 
3-5. T細胞の増殖試験（In vitro proliferation assay） 
脾臓由来の CD3 陽性 T 細胞を分離して CSFE で細胞を標識し，抗 CD3 抗体
（0.1μg/ml）および抗 CD28 抗体（0.1μg/ml）刺激下で 72 時間培養した〔27，30〕．培養
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後にフローサイトメトリーにて細胞分裂による CSFE の蛍光色素の減弱を評価した（in 
vitro proliferation assay）．抗体および試薬は purified CD16/32 mAb and，functional-
grade antibodies against CD3 and CD28 ： eBioscience (San Diego, CA) ， 




治療モデルとして免疫チェックポイント分子である PD-1，CTLA-4， PD-L1 に対す
るモノクローナル抗体を腫瘍移植 7 日後から毎週投与を行った．コントロール群は生
理食塩水を投与し，腫瘍径は 5 日ごとに計測を行った．抗体は， mouse CTLA-4 
mAb(clone：9D9)，mouse PD-1 mAb (clone：RPM1-14)，mouse PD-L1 mAb (clone： 












を TRAP 染色および TRACP5b の定量化によって評価した．磁気分離によって各臓
器から分離した CD11b+Gr-1+細胞を，RANKL と M-CSF 存在下で 4 日間培養後した
ところ，いずれの CD11b+Gr-1+細胞も破骨細胞への分化が確認された（図 1）．また，
破骨細胞分化を定量化するため TRACP5bの産生を測定したところ, 腫瘍から分離し
た CD11b＋Gr-1＋細胞で有意に高値を示した（図 2）．また, 破骨細胞分化について
RANK，NFATc1，Integrinβ3 の発現レベルで評価したところ, いずれの分子の発現も

































結果，老齢マウスでは若齢マウスに比べて PD-1 の発現は，CD4⁺T 細胞上で，解析し
たすべての臓器において有意に増加し，CD8⁺T細胞上では頸部リンパ節，末梢リンパ




4-4.  担癌マウスにおける免疫チェックポイント分子阻害薬の治療効果 
免疫チェックポイント分子阻害薬の治療効果における加齢の影響を評価する












種である. そのため, 口腔癌治療においては, 周囲組織を含めた広範囲な切除を必
要とすることもしばしばで，口腔機能が大きく損なわれるという問題点がある.  
癌免疫療法は, そのような観点から, 口腔の機能温存に資する新規治療法として















破骨細胞分化には TNF スーパーファミリーの RANKL とマクロファージコロニー刺
激因子（M-CSF）の 2 つの因子が重要とされている〔37〕．RANKL は RANK との相互
作用により，RANKの下流において nuclear factor of activated T-cell cytoplasmic 1（以














































ファージ上における PD-L1 の発現の高い症例においても同様に PD-1 阻害薬の効果
が優れていることが示されている〔67〕．本研究では，T リンパ球における PD-1 と
CTLA-4の発現が老齢マウスにおいて有意に増強していたほか，PD-L1を発現してい

































































































































































































































































































































































（D） In vitro proliferation assay (CFSE cell division assay)
若齢および老齢のマウスより分離したT細胞におけるTCR刺激によ






























































































































































































































































































































































































































PB：末梢血 PLN：末梢リンパ節 CLN：頸部リンパ節 SPL：脾臓 TM：腫瘍
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